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RESUMEN

Actualmente, los métodos disponibles para la deteccidén y la evaluacion pronostica
del cancer gastrico tienen una sensibilidad y una especificidad insuficientes, por lo
cual nos son recomendables como pruebas diagndsticas. La identificacion de nuevos
biomarcadores es una necesidad urgente para su deteccién temprana de dicha
enfermedad. Utilizando la proteémica comparativa basada en la estrategia del 2D-
DIGE se analizaron diez muestras de plasma, 5 correspondian a casos de cancer
gastrico de tipo intestinal (CG) y 5 muestras de pacientes con gastritis crénica no
atréfica (GCNA). Las imagenes 2D-DIGE generadas se analizaron estadisticamente
utilizando el software DeCyder ™ 2D. Las proteinas expresadas diferencialmente se
identificaron por espectrometria de masas con un MALDI-TOF-MS, con los espectros
MS/MS obtenidos se realizé analisis bioinformatico comparativo. Se pudo detectar un
grupo de proteinas que mostraron una expresion diferencial, por un factor de 2 0 mas
veces, entre los dos grupos. Ademas, en base a los antecedentes de la literatura se
seleccionaron tres proteinas: Inter-alfa inhibidor de tripsina cadena pesada H4
(ITIH4), proteina de unién a vitamina D (DBP) y Clusterina (CLU). El objetivo fue
determinar la asociacion entre los niveles de expresion en plasma de las proteinas
ITIH4, DBP y CLU, mediante inmunoblot en pacientes con gastritis crénica no atréfica
(GCNA) y cancer gastrico (CG). En la metodologia se incluye la validacion la cual se
realiz6 por western blot utilizando el plasma de pacientes con GCNA y CG. Las
diferencias en los niveles expresion de cada una de estas proteinas en las muestras
de plasma se determiné mediante la prueba Mann-Whitney. Los resultados muestran
que para ITIH4 no se observaron diferencias significativas entre los dos grupos,
mientras que la expresion de CLU fue significativamente menor para el grupo de CG
(p=0.010) y para la proteina DBP la expresion se encontré6 en menor concentracion
en los pacientes con cancer gastrico, sin embargo, fue marginalmente significativa
(p<0.068). Conclusiones los resultados sugieren a la proteina clusterina podria
usarse como posible biomarcador para el diagnéstico de CG a través de una prueba

no invasiva.



INTRODUCCION

El cancer gastrico (CG), constituye una de las principales causas de mortalidad por
cancer en nuestro pais, la progresion de epitelio normal a células tumorales puede
implicar, por lo menos, tres etapas secuenciales: Etapa no maligna que incluye la
gastritis superficial (GS) y la gastritis cronica no atrofica (GCNA); Etapa pre-maligna
qgue incluye metaplasia intestinal (Ml) y displasia (Dl); etapa maligna que ya es el
cancer gastrico (CG). Estos cambios de la mucosa gastrica pueden ocurrir durante
un periodo extenso de muchos afios como resultado de la exposicion a una variedad
de factores exdgenos y enddgenos que causen alteraciones genéticas. Estas
condiciones no malignas, como la GS y la GCNA tienen periodos de latencia
prologados, por lo que serian las etapas ideales para la deteccion temprana del CG
mediante antigenos, sin embargo, se conoce muy poco acerca de los cambios

moleculares involucrados en la evolucién entre estas dos etapas no malignas del CG.

Por otra parte, existen proteinas antigénicas que sirven como biomarcadores para la
deteccion y la evaluacién pronostica del CG. Entre las proteinas antigénicas que se
han identificado en CG se encuentran los antigenos CA 72.4, CEA y CA 19.9, sin
embargo, poseen baja sensibilidad y especificidad en el diagnéstico de CG; es por tal
razén, la identificacion de nuevas moléculas antigénicas con potencial para ser
utilizados en la deteccién de CG en forma temprana, es un area de oportunidad para
el desarrollo de nuevas pruebas de diagnostico mas sensibles, especificas y al

mismo tiempo no invasivas.

Mediante analisis proteémico comparativo de plasma de pacientes con GCNA y CG
fueron identificadas tres proteinas con potencial para ser biomarcadores: a) Inter-alfa
inhibidor de tripsina cadena pesada H4 (ITIH4), b) La proteina de unién a vitamina D
(DBP) y c) Clusterina (CLU). En este trabajo se propone validar la frecuencia y los
niveles de dichas proteinas en muestras de plasma de pacientes diagnosticados con
GCNA y CG, para proponerlos como posibles biomarcadores en la deteccion

temprana de Cancer gastrico.



ANTECEDENTES
Cancer gastrico

De acuerdo con la Asociacion Internacional de Registros del Cancer, la localizacion mas frecuente de
las neoplasias malignas por aparato o sistema en el afio 2014 fueron: pulmoén 17%, mama 12%, colon y
recto 10%, prostata 8%, estomago 7%, higado 6%, cérvix 4%, que corresponden a 64% (Figura 1)
(GLOBOCAN 2012).
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Figura 1. Distribucion de los tipos de cancer mas frecuentes a nivel mundial de acuerdo con su

localizacién (Asociacion Internacional de Registros del Cancer, GLOBOCAN 2012).

El cancer gastrico representd el quinto cancer mas comun a nivel mundial y el segundo lugar en cuanto
a mortalidad por cancer, sin embargo, la mortalidad por CG es menor en paises desarrollados los
cuales tienen una tasa de mortalidad que oscila entre 3.8 y 7.2% x 100,000 habitantes, en comparacion
con los paises en vias de desarrollo en los cuales la tasa se incrementa, alcanzando en algunos sitios
13 x 100,000 habitantes (GLOBOCAN 2012; Perry et al., 2012).

En México el comportamiento epidemiolégico del cancer géastrico se encuentra vinculado a las
caracteristicas geograficas de la poblacion, sus diferentes estilos de vida, marginacién, pobreza y
escasos recursos econdmicos destinados a la atencion de la salud, lo cual condiciona un grave
problema de salud publica (INEGI 2015). Los estados con mayor mortalidad por cancer gastrico son:
Chiapas, 8.1; Oaxaca, 7.3; Ciudad de México, 6.8; Guerrero, 6.6 y Morelos, 6.5 (x 100,000 habitantes)
(Aldaco-Sarvide et al., 2018), siendo el segundo en cuanto a mortalidad, con una tasa de 5.6 por cada
100,000 habitantes (Sanchez-Barriga et al., 2016).



De acuerdo al género, en el masculino el cancer gastrico ocupa el cuarto lugar después del de prostata,
pulmén y colorrectal con 4,104 casos, de igual manera en mujeres ocupa el cuarto lugar después del

cancer cervicouterino, mama, colorrectal con 3,576 casos (Tabla 1) (INEGI 2015).

Tabla 1. Frecuencias de las principales causas de cancer por aparato y sistema en México en mayores de
20 afios INCAN, 2012

HOMBRE MUJER
Lugar  Organo N Lugar Organo n
1 Prostata 14,016 1 Mama 20,444

2 Pulmon 5,471 2 Cervicouterino 13,960
3 Colorrectal 4,656 3 Colorrectal 3,995

4 Estomago 4,104 4 Estomago 3,576
5 Leucemia 3,363 5 Higado 3,319
TOTAL 65,540 TOTAL 82,445

En México, entre los afios 2002-2012, fallecieron por CG 69,107 pacientes. En 2000 hubo 5,003

muertes y en 2012, 5,459 individuos fallecieron por esta enfermedad (Sanchez-Barriga et al., 2016).

El CG es una enfermedad multifactorial, que se desarrolla por medio de procesos prolongados que
puede durar 20 afios 0 mas, etiolégicamente, se asocia con factores genéticos, factores ambientales,

asi como a la infeccion por H. pylori.
Factores de riesgo de Cancer gastrico
Factores genéticos

En pocos casos, el cancer gastrico puede estar relacionando con factores genéticos. Pero como la
mayoria de los canceres epiteliales, el CG se caracteriza por mutaciones somaticas en varios genes, de
50 a 70 por tumor. Entre las alteraciones genéticas mas comunes y frecuentes se incluyen mutaciones
en el gen TP53, presentando aberraciones hasta en 50% de los casos y en forma no sorprendente se
asocia con peor pronostico clinico, reflejando la funcién celular del TP53 como el guardian de la
integridad de genoma, (Hanazono et al., 2006). En el cancer gastrico también se encuentran
mutaciones en oncogenes como (KRAS, CTNNB1, PIK3CA) y genes supresores tumorales P53, P73
estan cambiando, Bcl-2 y APC. Genes que reparan dafios en el ADN son responsables de detectar y
reparar cambios a otros genes y factores desencadenantes de su funcion una acumulacion gradual de

mutaciones, ademas, cualquier expresion incontrolada de P16, p27 y Rb, CDC25B, E2F da lugar a una



inestabilidad gendmica, a la proliferacién celular incontrolada y el desarrollo de un tumor gastrico
(Gramsch et al., 2013).

Otro factor genético que contribuye a la aparicion del cancer gastrico en forma directa es el gen E-
cadherina (CDH1) con un alto riesgo del cancer gastrico. El cancer gastrico difuso hereditario es una
forma poco comun y fatal del cancer que puede surgir de mutaciones del gen CDH1. Los padres con
esta mutacion genética tienen un 50% de posibilidad de transmitir ésta a su descendencia (Wang et al.,
2014).

Factores ambientales
Factores dietéticos

Dieta alta en sal: el consumo de alimentos salados es un factor de riesgo de CG, como lo son los
alimentos preservados en sal, estos incluyen a los vegetales preservados en salmuera y pescado
salado seco, asi como también los alimentos ricos en sal (como es el caso de la salsa de soya) o el uso
exagerado de sal de mesa (Word Cancer Research Fund 2016) y esto es debido a una alta
concentracion de sal en el estdbmago destruye la barrera mucosa y puede contribuir a la inflamacion

cronica y atrofia, lo cual a su vez incrementa el riesgo de CG (Karimi et al., 2014).

Carne procesada: La carne procesada (curada, ahumada, salada o con adicion de conservadores) es
una fuente de compuestos N-nitrosos. Algunos ejemplos de carnes procesadas son la carne seca,
hamburguesas, tocino, salami y salchichas, entre otras variedades de carnes frias (Hamad et al., 2015).
Muchas carnes procesadas tienen alto contenido en sal, nitritos y nitratos que reaccionan con los
productos de degradacion de las proteinas formando compuestos mutagénicos y carcinogénicos como
hidrocarburos policiclicos aromaticos (PAH) procedentes del combustible utilizado en el proceso de
ahumado (Word Cancer Research Fund 2016).

Carnes a las brasas: Existen algunos estudios que sugieren que la carne roja, blanca o pescado
preparado a las brasas (al carbon o a la lefia) podria ser un factor de riesgo para CG, ya que la carne
cocida a altas temperaturas aumenta la presencia de carcinégenos y mutagenos del tipo de aminas

heterociclicas y PAH y a-bezopireno (Word Cancer Research Fund 2016).



Factores relacionados con el estilo de vida del paciente

Tabaquismo: La IARC establecié en el 2012 que existe evidencia suficiente para proponer una relacion
de causalidad entre el tabaquismo y CG, la cual parece ser dosis-dependiente. El tabaco tiene mas de
5000 compuestos quimicos de los cuales 93 (Incluyen hidrocarburo aromatico policiclico (PAH),
carbonilos, nitrosaminas especificas del tabaco y metales tdxicos) (Hamad et al., 2015). Algunos
estudios sugieren que entre el 11-17% de los casos de CG son atribuibles al tabaquismo. Los pacientes
fumadores tienen mayor riesgo de presentar CG que los no fumadores. El impacto del tabaquismo

sobre el riesgo de presentar CG es mayor en el sexo masculino que en el femenino (Karimi et al., 2014).

Ingesta de alcohol: Algunos estudios han demostrado que la ingesta de 3 o mas bebidas alcohdlicas al
dia aumentan el riesgo de CG. El alcohol es un irritante gastrico, actia como solvente permitiendo la

penetracion de carcinogénesis (Lee et al., 2013).

Factores infecciosos

Helicobacter pylori (H. pylori)

En 1983, Marshall y Warren demostraron que H. pylori es la causa principal de gastritis y ulcera péptica;
en 1994, la Agencia Internacional para la Investigacion sobre el Cancer (IARC, por sus siglas en ingles),
reconocio a H. pylori como un carcindgeno tipo |, por lo que se considera uno de los principales factores
de riesgo para el desarrollo de CG (Kusters et al., 2006; Testaman et al., 2014). Algunos estudios
sugieren que es responsable de 74% de los casos de CG no cardial en paises desarrollados y 78% en

paises en vias de desarrollo (Mbulsiteye et al., 2010).

En el 2001 se demostr6 que el desarrollo de CG se presenta sélo en pacientes infectados por H. pylori,
en este estudio se hizo un seguimiento de 1246 pacientes infectados, de los cuales 36 (2.9%)

desarrollaron cancer y de los 280 no infectados ninguno desarrollé la enfermedad (Uemura et al., 2001).
Epidemiologia de la infeccion por H. pylori

La infeccion por H. pylori representa un problema de salud publica a nivel mundial, se estima que
aproximadamente el 50% de la poblacién mundial se encuentra infectado por esta bacteria la cual es
causante de patologias gastricas como gastritis aguda y cronica, ulcera péptica y cancer gastrico (Sitarz
etal., 2018).



La prevalencia de la infeccién varia entre paises y poblaciones del mismo pais; dicha prevalencia esta
relacionada de manera importante con condiciones tanto socioecondémicas como higiénicas; se ha
estimado que en paises desarrollados la colonizacién por H. pylori es del 10 al 50% de la poblacién,

mientras que en los paises en vias de desarrollo alcanza cifras del 80 al 90% (Burkitt et al., 2017).

En 1998 se realiz6 un estudio sero-epidemioldgico de la infeccion por H. pylori en México, -iniciado en
1997-, se efectud con sueros representativos de la poblacién de todos los estados de la Republica
Mexicana; la muestra incluy6 a 11,605 sueros procedentes de personas con edades de 1 a 90 afios; en
sus resultados se advierte que el 20% de los nifios de 1 afio de edad mostraron anticuerpos para H.
pylori, que la sero-positividad aument6 progresivamente a cifras de 50% en nifios de 10 afios, lo que
demuestra que en México como pais en desarrollo la infeccion se adquiere desde la infancia,
alcanzando cifras del 80% en poblacién joven con edades de 18 a 20 afios, y de que la seropositividad

aumenta un 5% cada afio en los primeros 10 afios de vida (Torres et al., 1998).

Caracteristicas de H. pylori

Reino: Bacteria
Filo: Proteobacteria
Clase: Epsilon Proteobacteria
Orden: Campylobacterales
Familia: Helicobacteraceae
Género: Helicobacter

Especie: Helicobacter pylori

H. pylori es una bacteria Gram negativa, en forma de espiral que mide alrededor de 0,5 a 1,0 um de
anchoy de 2,5 a 4,5 um de largo (Gonzalez y Rodriguez 2011). Posee de dos a seis flagelos unipolares
que le ayudan a colonizar la mucosa gastrica, lo que le confiere movilidad en el ambiente viscoso para

resistir las contracciones gastricas (Figura 2) (Kusters et al., 2006).

La bacteria presenta factores de virulencia que le permiten colonizar y sobrevivir en el medio hostil de la
mucosa gastrica. H. pylori produce la enzima ureasa que cataliza la hidrolisis de la urea produciendo
CO2 y NHs, creando un ambiente neutro alrededor de la bacteria lo que le permite sobrevivir en el
ambiente &cido del estdbmago, la bacteria presenta una estructura en espiral que le permiten

desplazarse hacia las células epiteliales (Peixoto et al., 2016). Para evitar su eliminacion dentro de la
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mucosa, la bacteria contiene varias proteinas de membrana externa que le permiten la adhesion a las

células epiteliales gastricas y asi coloniza el estdmago (Posselt et al., 2013).

Después de la colonizacion, se llevan a cabo una serie de procesos que se relacionan con el deterioro
del epitelio gastrico que conducen al desarrollo de enfermedades gastricas, los cuales se relacionan con
factores de virulencia bacterianos: CagA, VacA, BabA, SabA y OipA (Testerman et al., 2014). Estas
proteinas se han considerado especialmente relevantes porque las cepas que las producen se asocian

a los casos de enfermedades gastricas graves, en particular al desarrollo de CG (Posselt et al., 2013).

Figura 2. Micrografia de H. pylori

A pesar de que se desconoce la ruta de transmision por la cual se adquiere H. pylori existen varios
factores que propician la infeccién tales como el hacinamiento, medidas sanitarias inadecuadas, bajo
nivel socioeconémico y la infeccion de algin miembro de la familia o persona del entorno, que pudiera
facilitar la transmisién directa, por lo que se han propuesto las vias: oral-oral y fecal-oral (Peixoto et al.,
2016).

A pesar de que no se ha podido establecer la via por la cual se adquiere H. pylori, se le ha asociado con

enfermedades gastricas.
Enfermedades asociadas a H. pylori

H. pylori esta etiolégicamente asociada a enfermedades gastricas, sin embargo, la mayoria de las
personas infectadas son asintomaticos, se estima que el 15% de las personas infectadas desarrollan
sintomas de enfermedades gastricas tales como: Gastritis aguda y cronica, diferentes tipos de ulceras y

de éstas el 2% aproximadamente, llegan a desarrollar cncer gastrico (Sokic-Milutinovic et al., 2015).



Infeccién aguda

La bacteria H. pylori penetra a través de la capa mucosa y se multiplica en células epiteliales
superficiales, H. pylori coloniza primero el antro del estdmago, debido a que no existen células
parietales que secreten acido, en esta fase inicial existe una intensa proliferacion bacteriana e
inflamacion gastrica intensa (Kuster et al., 2006), que induce gastritis en todos los pacientes infectados,

pero solo entre el 10 al 15% sufren de sintomas clinicos (Diaz et al., 2018).
Gastritis

Después de algunas semanas de la infecciéon se desarrolla la gastritis, que se caracteriza por la
inflamacion de la mucosa gastrica. La gastritis cronica leve o moderada es muy frecuente en el conjunto

de la poblacion, sobre todo, en las personas de edad media o avanzada (Correa y Piazuelo, 2012).

La inflamacién de la mucosa gastrica puede ser sélo superficial y, por tanto, poco nociva, o penetrar
profundamente en la mucosa gastrica y provocar una atrofia casi completa de sus glandulas, si su
evolucién es prolongada, en algunos casos, la gastritis es aguda e intensa, con ulceraciones mucosas

debido a la propia secrecién del estomago (Cervantes-Garcia, 2016).

Cuando la respuesta inflamatoria se reduce a niveles bajos, pasa a un estado asintomatico,
denominado gastritis cronica superficial. Aunque en el huésped activa la respuesta inmune ésta

generalmente no es efectiva en la eliminacion de H. pylori (Kuster et al., 2006).
Gastritis crénica (GC)

Si H. pylori no es erradicada de la mucosa puede producir atrofia gastrica y pérdida de secreciones del
estdbmago, la mucosa de pacientes con gastritis cronica se atrofia progresivamente hasta que la
actividad glandular disminuye sustancialmente o desaparece por completo, lo que conduce a un
adelgazamiento de su capa glandular y puede producir erosion o ulceracion de la mucosa. La ausencia
de secreciones en la atrofia gastrica lleva a la aclorhidria (hipoclorhidria), el estomago deja de secretar

acido clorhidrico (Correa y Piazuelo, 2012).



Metaplasia intestinal (MI)

La metaplasia intestinal, se considera como un factor de riesgo para la progresién a cancer gastrico
(Kinoshita et al., 2017). Sin embargo, puede ser considerada como una estrategia defensiva contra H.
pylori, ya que esta bacteria solo coloniza el epitelio gastrico. Consiste en un cambio potencialmente
reversible cuando las glandulas originales y el epitelio foveolar son reemplazadas por células con

fenotipo intestinal, que implica la adaptacién a los estimulos ambientales.
Cancer Gastrico (CG)

El céncer se origina cuando las células en cualquier parte del cuerpo comienzan a crecer en forma
descontrolada y pueden convertirse en cancerosas y extenderse a otras areas, a esto se le conoce

como metastasis (Diaz et al., 2018).

El cancer gastrico, se origina en el estomago; estos canceres tienden a desarrollarse lentamente en un

periodo de muchos afios (Sokic-Milutinovic et al., 2015).

La mayoria de los tumores del estomago son de origen epitelial (97%), se clasifican como
adenocarcinomas. Una de las clasificaciones mas populares es la de Lauren, que divide en
adenocarcinoma gastrico en dos tipos histolégicos: difuso e intestinal; este sistema describe los tumores

por la descripcidén microscopica y los patrones de crecimiento (Lauren, 1965).

El adenocarcinoma gastrico de tipo difuso o indiferenciado, produce metastasis en estadios tempranos,
se presenta por igual en toda la poblacion, siendo mas frecuente en poblaciones jovenes a diferencia
del intestinal, esta mas relacionado con factores genéticos. El adenocarcinoma de tipo intestinal es bien
diferenciado, de crecimiento expansivo, tiene mayor relacién con influencias de tipo ambiental para su

desarrollo, y en hombres de mayor edad (Kim et al., 2018).

Sin embargo, no todos los pacientes infectados desarrollan cancer gastrico y esto se debe a diferentes
factores tanto del hospedero, del ambiente y de la infeccién por H. pylori, ademas de que se han
observado diferencias entre cepas bacterianas, factores de colonizacidn y de virulencia que le permiten
adaptarse al medio gastrico, causar un dafio en las células epiteliales y por consiguiente desarrollar

enfermedades gastricas (Sokic-Milutinovic et al., 2015).
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El punto culminante de la cascada de la carcinogénesis gastrica es la aparicion de adenocarcinoma

gastrico inicialmente in situ y luego invasor. La progresion se produce a lo largo de muchos afios. En

este modelo de Correa, la infeccion crénica por H. pylori ejerce un papel fundamental como disparador

de la carcinogénesis (Figura 3) (Peleteiro et al, 2011).

Factores de riesgo para desarrollo de cancer gastrico

Infeccion por Sal
P Sal Tabaquismo Sal
H. pylori ) ] )
Polimorfismos Tabaquismo N-nitrosos Tabaquismo
. Radicales libres Perdida de acidez gastrica N-nitrosos
genéticos . .
Sobrepoblacion bacteriana

Vv |

Factores protectores para desarrollo de céncer gastrico

Figura 3. Modelo de carcinogénesis gastrica y factores de riesgo.

Mucosa créﬁii:tr:::stiva Gastritis Metaplasia Metaplasia Neoplasia Neoplasia
Gastrica superficial atrofica intestinal intestinal intraepitelial intraepitelial ADENOCARCINOMA
normal pprofun da y multifocal completa incompleta de bajo grado de alto grado GASTRICO
Vi€ B-carotenos
Antioxidantes

El 80% de los pacientes con cancer gastrico son diagnosticados en etapas avanzadas, y la posibilidad

de reseccion curativa es baja, con una supervivencia de 10 a 15% a cinco afios, por lo que solo dos de

cada diez enfermos sobreviven. El tratamiento exitoso del cancer va intimamente ligado a la

oportunidad de deteccion, (Aldaco-sarvide et al., 2018). Sin embargo, cuando el diagndstico se realiza

en fases tardias, el tratamiento se focaliza en la atencién paliativa, pues las posibilidades de curacién

son bajas y la probabilidad de diseminacidn de las células cancerigenas es mayor (Sitarz et al., 2018).
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Métodos para la deteccion de CG

El método de excelencia para el diagnostico de cancer es la endoscopia digestiva alta y biopsia
gastrica. La endoscopia ademéas de visualizar la lesién, determina su forma macroscépica, tamafio,
localizacion y en ojos experimentados una estimacion de la profundidad. Si el médico observa durante
la realizacion de la endoscopia una lesion sospechosa, procedera a extraer una pequefia muestra de
tejido de la zona, ésta debera ser estudiada por un anatomopatdlogo para poder emitir un diagnostico
confirmatorio o descartar la posible existencia de un cancer, siendo candidato a cirugia (Leja et al.,
2014).

Estos métodos han tenido éxito, aunque se ha cuestionado la baja especificidad y costo-efectividad,
ademas de ser un método invasivo. Es un proceso costoso porque requiere de un grupo de médicos y

técnicos especializados y de equipos de alta tecnologia (Gonzélez y Rodriguez, 2011).

Los marcadores tumorales (MT) se comportan como indicadores o sefiales a distancia de la presencia
de una neoplasia (Cruz et al., 2008), ya que no existe una prueba sérica de laboratorio para la deteccion
especifica del cancer gastrico, sin embargo, también se utilizan algunos marcadores tumorales,
denominado como marcador biolégico o biomarcador. Un biomarcador se define como una molécula,
una sustancia 0 un proceso que se altera cualitativa o cuantitativamente como resultado de una
condicion precancerosa 0 un cancer, cuya presencia puede ser detectada en el suero, plasma o en
otros liquidos biologicos y que refleja un crecimiento o actividad tumoral permitiendo conocer la

presencia, evolucion o respuesta terapéutica de un tumor maligno.
Marcadores en el cancer gastrico

No existe un marcador tumoral especifico de cancer gastrico, los mas utilizados son el Antigeno
carcinoembrionario (CEA), Antigeno de carbohidrato (CA 19.9) y Antigeno de Céncer 72-4 (CA 72.4).
De estos tres, el CA 72.4 se considera el mas sensible, especifico y es superior en cuanto a factor
prondstico (Cruz, et al., 2008). Sin embargo, ninguno de ellos demuestra tener utilidad en el cribado ni
en un diagndstico precoz. Algunos autores sugieren la utilizacién conjunta de dos marcadores con la
finalidad de incrementar la sensibilidad diagnéstica. Una buena combinacion seria la determinacion
conjunta de CEA'y CA 72.413 (Ychou et al., 2000 y Martinez et al., 2016).

12



Es importante hacer énfasis en la necesidad de que los métodos de deteccion sean simples, efectivos y
de bajo costo, especialmente para paises econémicamente débiles y con altas tasas de cancer gastrico
(Pinheiro et al., 2014). La identificacion de grupos de alto riesgo, por marcadores bioldgicos, podria

disminuir el costo, elevando su efectividad en la deteccion de cancer gastrico (Chao y Kun 2013).
Proteémica

Es un término introducido por primera vez por Wilkins en 1994 para referirse al conjunto de proteinas
que se expresan a partir de un genoma, en un momento determinado y bajo unas condiciones

concretas de tiempo y ambiente (Wilkins 1996).

El estudio del proteoma es una labor dificil debido al elevado numero de proteinas existentes, aportando
mayor informacion que el genoma sobre el estado fisioldégico de un organismo, si tenemos en cuenta
que son las proteinas, y no el ADN, las principales moléculas efectoras en las células, las que poseen

funciones estructurales, enzimaticas, metabdlicas, reguladoras y de sefalizacion.

En el campo de la medicina se denomina protedmica clinica, a la aplicacion de estas técnicas, y uno de
sus principales objetivos es el descubrimiento de nuevos biomarcadores, es decir, caracteristicas que
se miden y evaluan objetivamente como indicadores de procesos biologicos normales, procesos
patogénicos o respuestas farmacologicas a una intervencion terapéutica (Biomarkers Definitions
Working Group 2001). Asimismo, podrian servir para establecer el diagnostico y prondstico de
enfermedades, asi como para determinar la eficacia del tratamiento farmacoldgico, siendo un
biomarcador ideal aquel que se encuentra en una muestra biolégica y puede obtenerse de forma no

invasiva.

Con ayuda de la protedémica en los ultimos afios, se ha trabajado en la busqueda de biomarcadores,

para diferentes tipos de cancer incluyendo el cancer gastrico.
Identificacion de biomarcadores asociados a lesiones gastricas

En el Instituto Nacional de Salud Publica se desarrolld el proyecto “Identificacién de biomarcadores
asociados a lesiones gastricas premalignas y de transformacion a cancer por medio de electroforesis bi-
dimensional y espectrometria de masas (LC-MS)” bajo la direccion de la Dra. Guadalupe Ayala Aguilar.

Su objetivo fue buscar biomarcadores asociados a lesiones premalignas y de transformacion a cancer,
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utilizandose protedmica comparativa basada en la estrategia de la electroforesis diferencial de dos
dimensiones DIGE (por sus siglas en inglés, Difference Gel Electrophoresis). Se analizaron diez
muestras de plasma, 5 muestras de plasma de pacientes con cancer gastrico (CG) y 5 muestras de
plasma de pacientes con gastritis no atréfica (GCNA, que fueron los controles). Las imagenes 2D-DIGE
generadas se analizaron estadisticamente utilizando el software DeCyder ™ 2D. Fue posible detectar
un grupo de 12 proteinas que mostraron una expresién diferencial, por un factor de 2 o méas veces,
entre los dos grupos. Siete de estas proteinas incrementaron su expresion en el grupo de cancer
gastrico, comparado con el control y cinco redujeron su expresion en el grupo de casos. La siguiente
etapa comprendié la separacion de las proteinas del plasma en geles preparativos de doble dimension
(24 cm x 24 cm), las manchas seleccionadas se cortaron manualmente y se identificaron con un MALDI-
TOF-MS, con los espectros MS/MS obtenidos se realizd andlisis bioinformatico comparativo con el
software Protein Pilot utilizando una base de datos de la pagina UniProt (http://www.uniprot.org), con un

porcentaje de confianza del 66%.

Una vez realizado el analisis de los mapas proteicos y la identificacion de las proteinas cuya expresion
variaba entre las patologias maligna y benigna, se seleccionaron aquellas proteinas que por sus
caracteristicas podian ser consideradas potenciales candidatas a marcadores de CG. siendo: a) inter-
alfa inhibidor de tripsina cadena pesada H4 (ITIH4) b) proteina de union a vitamina D (DBP), c)
Clusterina (CLU).

Inter-alfa inhibidor de tripsina cadena pesada H4 (ITIH4)

La cadena pesada H4 (ITIH4) de inhibidor de la inter-alfa-tripsina en una glicoproteina sérica de 120
kDa secretada principalmente en higado. ITIH4 es una de las cinco proteinas humanas de la cadena
pesada del inhibidor de la alfa-tripsina (ITIH), una familia involucrada en la estabilidad de la matriz
extracelular (MEC) (Pifieiro et al., 2014).

ITIH4 circula en sangre humana a una concentracién aproximadamente 100 pg/ml. es una proteina de
fase aguda positiva regulada por IL-6 e implicada en el desarrollo y la regeneracion del higado,
generando dos fragmentos, uno carboxilo terminal de 35 kDa y el otro de 85 kDa. El de 35 kDa, esta O-
glicosilado, permanece intacto mientras que el de 85 kDa se continua fraccionando. Los fragmentos
obtenidos de regiones ricas en prolina estan asociados con diferentes condiciones de enfermedad y

pueden aportar importante informacién diagnostica (Salier et al., 1996). El patron de los fragmentos
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puede ser Util como biomarcador potencial para deteccion y clasificacion de cancer. Se ha observado
que en cancer de ovario un péptido derivado de esta proteina se encontraba disminuido (Jayapalan et
al., 2013). Mientras que en suero de pacientes con cancer de mama se reportaron niveles elevados de
péptidos de ITIH4 (Van Den Broek et al., 2010). De igual manera en muestras de orina de pacientes con
cancer de prostata en etapas tempranas se encontrd en niveles elevados (Abdullah-Soheim et al.,
2010).

En cuanto a cancer gastrico se observo que la proteina ITIH4 estaba sobre-expresada 2.2 veces en
muestras de suero de pacientes con cancer gastrico posteriormente se realizé la validacion de esta
proteina por la técnica de Monitoreo de Multiples Reacciones (MRM) por sus siglas en inglés,
confirmando su sobreexpresion con una p=0.038 en 7 de las 10 muestras de suero de cancer gastrico

analizadas (Subbnnayya et al., 2015).
La proteina de unién a vitamina D (DBP)

La proteina de unién a vitamina D (DBP) (Vitamin D Binding Protein) es un a-globulina plasmatica, de
458 aminoéacidos (58 kDa) perteneciente a la misma familia que la albumina, y la afamina. En su
estructura tridimensional se pueden diferenciar tres dominios: |, Il y lll; localizandose en el dominio | el

sitio de unién a la vitamina D (White y Cooke 2000).

La DBP se sintetiza predominantemente en células parenquimaticas hepaticas. Sin embargo, una
amplia variedad de otros tejidos produce DBP y se ha encontrado en distintos fluidos, liquido

cefalorraquideo, liquido seminal, la saliva, leche materna y plasma (Marijn et al., 2006).

El nombre de la DBP deriva de la funcién de unir y transportar los principales metabolitos de vitamina D,
a los cuales se une con alta afinidad (85-88%); aunque también otras proteinas transportadoras no
especificas o de baja afinidad (12-15%) como la albumina pueden cumplir con esta funcién. La funcion
primaria de la DBP parece ser el secuestrado de los metabolitos de la vitamina D en sangre,
proveyendo de esta manera una reserva estable de los mismos (25-hidroxicitamina D (25(0OH) D,
calcidiol), el principal metabolito circulante, y 1,25-dihidroxivitamina D (1,25 (OH)2 D; calcitriol), el
metabolito mas activo de la vitamina D), ya que prolonga su vida media protegiéndolos de su rapida

degradacion metabdlica (Du et al., 2017). La DPB circula en el plasma 20 veces mas alta que la
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cantidad total de metabolitos de vitamina D. Su alta concentracién, podria estar relacionada con otras

de sus funciones.

Si bien DBP es la proteina especializada en el transporte de la vitamina D y sus metabolitos, se
conocen ademas otras de sus funciones como es el transporte de acidos grasos, la union a la actina y

la activacion de macréfagos (White y Cooke 2000 y Delanghe et al., 2015).

La DBP junto con la gelsolina actta como un sistema eliminador de actina extracelular, la cual se libera
en el entorno extracelular tras la lisis celular, sus condiciones idnicas promueven la polimerizacion de
actina G (forma monomero) la actina F (forma microfilamentos). Los filamentos de actina poseen el
potencial de bloquear y dafar la microvasculatura. El papel de la DBP en el sistema depurador de la
actina es unir la actina G y evitar una mayor nucleacion y polimerizacién. DBP no se une a actina F;
mas bien, la gelsolina puede unir y cortar los filamentos. Por tanto, la gelsolina desmonta los filamentos

y DBP es capaz de estabilizar la actina en la forma monomeérica de actina G (Delanghe et al., 2015).

Se ha demostrado que dos aminoacidos de esta cadena de proteinas son fuertemente asociados con la
activacién de los macrofagos. En algunas publicaciones, la proteina de unién a vitamina D muestra que
puede responder a las enzimas liberadas por la inflamacién y esto se refiere a menudo con MAF (factor
activador de macrofagos) (Verboven C, et al. 2002). Los estudios demuestran que esta isoforma no solo
activa los macréfagos, sino que ellos se apagan cuando ya no son necesarios, por lo que es un

regulador del sistema inmune (Delanghe. et al., 2015).

Varios estudios han investigado los niveles séricos de DBP asociados con el riesgo de cancer. Se
observo la sub-expresion de la proteina de DBP en muestras de plasma de pacientes con cancer
gastrico (Zeng et al., 2007). Asimismo, se llevé a cabo la validaciéon de la DBP como un nuevo
biomarcador de cancer gastrico confirmando su sub-expresion, esto por el método de ELISA
(Humphries et al., 2014).

Clusterina (CLU)

La proteina clusterina (CLU), fue identificada como un componente del fluido proveniente del testiculo
de ratas (Blaschuk 1983). De igual manera se describié en humanos, tras aislarla de células renales
dafiadas por glomerulonefritis membranosa (Murphy et al., 1988). Clusterina ha sido aislada de

diferentes tejidos (especialmente en cerebro, retina, higado, glandulas suprarrenales, prostata,
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testiculos, rifién, pulmon y corazdn) y en casi todos los fluidos fisiolégicos (semen, leche materna, orina,
liquido cefalorraquideo y plasma), recibiendo varios sinénimos: proteina asociada al complemento
SP40, apoliproteina J, gp80, glicoproteina I, glicoproteina sulfatada 2, mensajero prostatico represor
de testosterona-2, proteina 8 inducida por radiacion, proteina asociada a lipoproteina de alta densidad
(Jones y Jomary 2002) . Asimismo, en 1995 se establecid por consenso la denominacion de clusterina
(Haddad, 1995).

La forma secretoria de clusterina es un heterodimero de 75-80 kDa. El mensajero maduro corresponde
a una cadena polipeptidica primaria de 449 aminoacidos que contiene un péptido sefial de 21
aminoacidos (Rosenberg et al, 2002). El procesamiento proteolitico cliva la proteina en dos
subunidades, generando una cadena a de 204-206 aminoacidos y una cadena B de 219-222
aminoacidos (Jones y Jomary 2002). Las dos cadenas se ensamblan en anti paralelo y sus centros,
ricos en cisteina, se unen por cinco puentes disulfuro. En ambos lados de este nucleo central
encontramos tres a-hélices anfipaticas y dos a-hélices enrolladas. Aproximadamente el 30% de la masa
de la proteina madura esta conformada por carbohidratos de estructura variable, que se unen a través

de los seis puntos de N-glicosilacion (Rohne et al., 2016).

La funcién de CLU va a depender tanto del tipo celular o tejido donde se encuentre, como de los
factores que regulan su expresién y localizacion dentro de la célula, asi como de las circunstancias del
entorno que le rodea (fisioldgica o patoldgica); se ha visto involucrada en enfermedades
neurodegenerativas, sindromes metabdélicos, glomerulonefritis, patologia cardiovascular y cancer
(Rohne et al., 2016). Esta influencia tan extensa y variada, se debe a su capacidad para interaccionar
con una amplia variedad de moléculas: lipidos, proteinas amiloides, componentes del complejo de
ataque de membrana, proteinas mal plegadas o quimioterapicos como el paclitaxel, entre otras. CLU es
una proteina altamente conservada que interviene en multitud de procesos fisio-patoldgicos (Jones y

Jomary 2002). Entre sus funciones fisiolégicas destacan:

Chaperona extracelular: La primera funcion descrita para la CLU fue su actividad como chaperona
extracelular que es independiente del ATP. Después de su secrecién, CLU es capaz de identificar
aquellas proteinas que no se han plegado correctamente, unirse a su superficie hidrofobica y favorecer
su eliminacion: se internan en las células mediante endocitosis y posteriormente son degradadas en los

lisosomas (Jones y Jomary 2002).
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Capacidad de inhibir el sistema de complemento CLU circula normalmente en el plasma humano
siendo capaz de inhibir la formacién del complejo de ataque a la membrana. La inhibicidn de la citdlisis
es mediada por la capacidad de la clusterina de interactuar con los sitios hidrofébicos de anclado en la
membrana de los componentes C5b-7 (proteina de la via litica del sistema del complemento). En este
sentido, se ha demostrado que la secuencia de aminoacidos de clusterina contiene un dominio
estructural en la porcion amino terminal apto para interactuar con segmentos hidrofébicos (Rohne et al.,
2016). Igualmente, han sido detectados sitios de union de alta afinidad entre clusterina y los
componentes del complemento. Sin embargo, estas interacciones son inhibidas cuando C9 esta
polimerizado, lo que sugiere que solo las formas activadas de los componentes terminales del sistema
de complemento exponen estos sitios de unién, evitando asi, la uniéon de CLU a los componentes del

complemento que circulan normalmente en el plasma (Jones y Jomary 2002).

La apoptosis CLU tiene una funcion citoprotectora, aparece como una respuesta no especifica frente a
una variedad de agregaciones a la célula que podria inducir a la apoptosis (quimioterapia citotoxica,
radiacion, exceso de radicales de oxigeno libre, carencia de estrégenos o andrégenos, efc.), situacion
que se ha observado en diversos estudios al comprobar que en la mayoria de las células normales CLU
se detecta en bajas concentraciones, su expresion se incrementa bajo condiciones de estrés celular,

aumentando su resistencia (Rohne et al., 2016).

La forma citoplasmatica de CLU es capaz de estabilizar complejos proteicos en el citoplasma, puede
estabilizar la union entre Ku70 y la proteina pro-apoptotica Bax (miembro de la familia Bcl-2), impidiendo
su translocacion con la membrana externa de la mitocondria y, por tanto, evita la activacion de la

cascada que inicia la apoptosis (Rohne et al., 2016).

La sintesis de CLU se encuentra alterada en numerosos tipos de cancer, observandose generalmente
una sobreexpresion en la mayoria de los tumores, como pueden ser los de mama, prostata, laringe,
vejiga, o pulmén. Sin embargo, los resultados no siempre han sido concluyentes, y algunos trabajos

sugieren que CLU podria estar disminuida en ciertas neoplasias (Rohne et al., 2016).

Se reportd la sub-expresion de CLU en cancer gastrico (Lu et al., 2007), identificando a la CLU sub-
expresada 0.56 veces en muestras de plasma de cancer gastrico sin embargo no realizé la validacién
(Uen et al., 2013). Asimismo, se observd que la proteina CLU se encontraba sub-expresada en

muestras de suero de pacientes con cancer gastrico y en 2014 se llevé a cabo la validacion de la
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misma, donde utilizando la técnica de ELISA, se determind la expresion de la proteina CLU en muestras
de plasma de pacientes con cancer gastrico respecto a sanos y corrobord que la proteina CLU estaba

sub-expresada (Humphries et al., 2014).

A pesar de las investigaciones llevadas a cabo, aun sigue siendo considerada una “proteina
enigmatica”, con funciones contradictorias en relacién con la apoptosis celular, la tumorigenesis, y la

progresion tumoral.
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JUSTIFICACION

El cancer gastrico es una de las neoplasias mas comunes, siendo el cuarto tipo de cancer en frecuencia
y el segundo en cuanto a mortalidad por cancer. El 90% de los tumores de estdmago son malignos, el
adenocarcinoma gastrico representa el 95% del total de neoplasias gastricas. Asimismo, existen
proteinas antigénicas, como el Antigeno carcinoembrionario (CEA), Antigeno de carbohidrato (CA 19.9)
y Antigeno de Cancer 72-4 (CA 72.4), que sirven como biomarcadores para la deteccién y la evaluacién
pronostica del CG, sin embargo, poseen baja sensibilidad y especificidad en el diagnéstico del CG. Por
tal motivo, la identificacion de nuevas moléculas antigénicas con potencial para ser utilizadas en la
deteccién en forma temprana CG es un area de oportunidad para el desarrollo de nuevas pruebas de

diagndstico mas sensibles, especificas y simultineamente no invasivas.
HIPOTESIS

Las muestras de plasma de pacientes con cancer gastrico y gastritis cronica no atrofica, presentan
diferencias en los niveles de expresion de las proteinas: Inter-alfa inhibidor de tripsina cadena pesada
H4, proteina de union a vitamina D y clusterina y se pudieran usar como biomarcadores de neoplasias

malignas.
OBJETIVO GENERAL

Determinar la asociacion entre los niveles de expresion en plasma de las proteinas inter-alfa inhibidor
de tripsina cadena pesada H4, proteina de unién a vitamina D y Clusterina, mediante inmunoblot en
pacientes con gastritis cronica no atréfica y cancer gastrico, para investigar si pueden ser propuestas

como biomarcadores de neoplasias gastricas malignas.
Objetivos especificos

1) Determinar la frecuencia de las proteinas antigénicas DBP, CLU, ITIH4, en plasma de pacientes
con GCNAy CG.

2) Evaluar los niveles de las proteinas DBP, CLU, ITIH4, en plasma de pacientes con GCNA y CG.

3) Determinar que proteina o proteinas pueden ser propuestas como biomarcadores de

neoplasias malignas.
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METODOLOGIA
Poblacién de estudio

La muestra bioldgica elegida para realizar el presente estudio fue plasma sanguineo. Las muestras se
obtuvieron de un grupo de pacientes que acudieron al servicio de Endoscopia del Instituto Nacional de
Cancerologia (INCAN) con indicacién médica para la realizacion de endoscopia. Los pacientes que
firmaron la carta de consentimiento informado aceptando participar en este estudio y cumplieron con los
criterios de inclusion, se les aplico un cuestionario basal a fin de obtener informacion respecto a su

estilo de vida, alimentacion y caracteristicas socio-demografica. Seleccién de muestras
Se seleccionaron las muestras de pacientes que cumplieron con los siguientes requisitos:

e Ser positivo a Helicobacter pylori.
e Tener un diagnostico de gastritis cronica no atréfico o cancer gastrico, del Instituto Nacional de

Cancerologia.

Métodos experimentales
Toma y manejo de muestras biologicas

Se tomaron 5mL de sangre periférica en tubos vacutainners con EDTA. La toma de la muestra fue

realizada por personal de enfermeria del INCAN.

Posterior a la obtencion de muestras se procedid a separar el plasma de glébulos rojos y glébulos
blancos, mediante una primera centrifugacién a 2000 rpm por 10 minutos a 25°C, obteniendo plasma
rico en plaquetas. Para separar el plasma de las plaquetas se realizé una segunda centrifugacién a
2500 rpm por 15 minutos a temperatura ambiente. Una vez obtenido el plasma purificado, se almacend

a -70°C hasta su uso.
Eliminacion de albumina e inmunoglobulinas

Se realiz6 mediante el kit comercial Albumin & IgG Depletion Spin Trap (GE Healthcare 28-9480-20).
Este sistema hace uso de dos ligandos de inmunoafinidad especificos, uno para inmunoglobulina G y

otro para albumina, dispuestos en perlas empacadas en columnas. Al pasar la muestra a través de la

21



columna estos ligandos interactian con sus respectivas proteinas, reteniéndolas y permitiendo su

separacion de las demas proteinas de la muestra.

Siguiendo las indicaciones del proveedor, el proceso inici6 con la eliminacion de la solucién de
almacenamiento y continu6 con el lavado de la columna en dos porciones de 400 pl de buffer de
equilibrio (20 mM fosfato de sodio y 0.15M cloruro de sodio pH 7.4), después de cada lavado la columna
se centrifugd a 800g por 30 segundos, a continuacion 50 pl de muestra de plasma se diluyeron en 50 pl
con buffer de equilibrio, se colocd el plasma diluido en la columna y se incubaron por 5 minutos a 25°C;
al terminar este periodo las columnas se centrifugaron a 800g por 30 segundos. La suspension obtenida
se aplicd nuevamente en la columna, incubandose por otros 5 minutos se centrifugd a 800g por 30
segundos. Posteriormente, se adicionaron 100 pl de buffer de equilibrio, se centrifugd nuevamente la
columna y el eluido obtenido se uni6 con la fraccién recogida en el paso anterior correspondiente a
proteinas no retenidas. Esta fraccion de plasma a la cual se le elimind la albumina y las

inmunoglobulinas se almacen6 a -20°C.
Cuantificacion de proteinas

La cuantificacién de proteinas se realizé mediante kit comercial 2D-Quant (GE Healthcare 80-6483-56),
el cual esta disefiado para la determinacion precisa de la concentracion de proteinas de cada una de las
muestras. Este método de cuantificacion se basa en la unién especifica del ion cobre a la proteina, en
donde solo el cobre libre remanente reacciona con el croméforo, el cual da el color que absorbe luz en
la region visible. La absorbancia de la muestra es inversamente proporcional a la concentracion de

proteinas.

Para la cuantificacién de proteinas se prepard una curva estandar (0-25ug), usando como solucion
estandar 2 mg/ml de Albumina Sérica Bovina (BSA). Preparando seis concentraciones de BSA por

duplicado como se indica en la siguiente (Tabla 2).

Tabla 2. Preparacion de curva estandar

Curva estandar
Numero de tubo 1 2 3 4 5 6
Concentracion de BSA (ug/ ul) 0 5 10 15 20 25
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Para determinar la concentracion de proteinas en las muestras plasma se tomaron 3 pl y se colocaron
en un tubo eppendorf de 1.5 ml (muestras por duplicado). Se agregaron a cada tubo 250 pl de solucién
precipitante, se agitaron e incubaron durante 2-3 min a temperatura ambiente. Posteriormente se
agregaron 250 ul de solucion co-precipitante, se centrifugaron 10,000 x g durante 5 minutos a 4°C, y se
elimind el sobrenadante. Al precipitado se le agregaron 50 pl de solucién cobre y 200 pl de agua

destilada.

Finalmente, se afiadié 500 ul de solucion colorimétrica y se incubd a temperatura ambiente durante 15
min. Antes de transcurrido el tiempo se colocaron 200 pl de cada muestra en una placa de 96 pozos y
se midié la absorbancia a una longitud de onda de 490 nm en un lector de placas (iMark™ Microplate
Absorbance Reader, 168-1135). Con los resultados obtenidos en el equipo, se generd una curva
estandar con las absorbancias de cada uno de los estandares contra la cantidad de proteinas, lo que

permitié determinar la concentracién de proteinas de cada muestra de plasma.
Gel de integridad

Para determinar la integridad de las proteinas en cada muestra que se utilizaria para el analisis de
inmunoblot, se prepard un gel separador de poliacrilamida al 10% (2.5ml Tris-HCL pH 8.8 a1.5 M, 100pl
de SDS al 10%, 3.3ml de acrilamida al 30% y bis-acrilamida al 0.8%, 50ul de APS al 10%, 10ul de
TEMED y 4ml de Agua MilliQ) y el gel concentrador al 4% (2.5ml de Tris-HCL pH 6.8 a1.5 M, 100l de
SDS al 10%, 1.33ml de acrilamida al 30% y bis-acrilamida al 0.8%, 50ul de APS al 10%, 10ul de
TEMED y 1.33mL de Agua MilliQ).

Una vez preparado el gel se cargaron 20 ug de proteina de cada muestra, a fin de observar la
integridad de la muestra de proteinas antes de realizar los Western blot. El gel permitié visualizar si la
cantidad de proteinas pipeteada en cada muestra fue homogénea, debido a la distribucién de sus
bandas y al patron de migracion de las muestras; el gel se corrié a 110 volts por 1:30 h, utilizando como

buffer de corrida una solucién de Tris-Base 25 mM, SDS 0.1%, glicina 192 mM y agua destilada.
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Deteccion de anticuerpos mediante Western blot

Electroforesis en gel

Las proteinas del plasma se separaron utilizando la electroforesis desnaturalizante en geles de
poliacrilamida en presencia de SDS o SDS-PAGE, siguiendo el método discontinuo descrito por
Laemmli, utilizando un gel separador de poliacrilamida al 10% (2.5ml Tris-HCL pH 8.8 a1.5 M, 100pl de
SDS al 10%, 3.3ml de acrilamida al 30% y bis-acrilamida al 0.8%, 50ul de APS al 10%, 10ul de TEMED
y 4ml de Agua MilliQ) y el gel concentrador al 4% (2.5ml de Tris-HCL pH 6.8 a1.5 M, 100pl de SDS al
10%, 1.33ml de acrilamida al 30% y bis-acrilamida al 0.8%, 50ul de APS al 10%, 10ul de TEMED y
1.33ml de Agua MilliQ). El gel se correra a 110 volts por 1:30 h (Laemmli et al., 1970).

Transferencia gel membrana

Una vez concluida la electroforesis las proteinas fueron transferidas a membranas PVDF de 0.45 ym
para la deteccién de proteinas de >10 kDa (/mmobilon-P, Millipore) siguiendo el método descrito
(Towbin et al., 1979). La pieza de membrana, de tamafio similar al gel, previamente se activd en
metanol 100% (V/V) durante 30 segundos, lo que permiti6 pasar del estado hidrofébico a polar.
Posteriormente se incub6 durante 2 minutos en agua ultrapura, y finalmente se equilibré con una
solucién amortiguadora de transferencia (25mM de Tris-Base y 192mM de glicina, pH 8.3), con un 10%
(VIV) de metanol, durante 30 segundos. Asimismo, la solucion amortiguadora se emplearia para la
transferencia, que se realizé durante 1:30 horas en el Mini Trans-Blot (Bio-rad), conectado a la fuente
de alimentacion. Puesto que la transferencia requiere del mantenimiento de una conductividad y
temperatura uniformes a lo largo de toda la cubeta, fue necesario el uso de agitacion en el interior del

tanque. Una vez finalizada la transferencia, la membrana se lavé con PBS-Tween al 0.05%.
Inmunodeteccion de proteinas

Una vez finalizada la transferencia de proteinas, se procedid a la inmunodeteccion de las diferentes
proteinas de interés. La membrana se bloqued con una solucién de leche descremada (Svelty) al 5%
(p/v) en PBS pH 7.4, durante 1 hora en agitacion y a 25 °C. A continuacion, se incubé a 4°C, en
agitacion leve y durante 16 horas con el anticuerpo primario (las diluciones para cada proteina se
indican en la (Tabla 3).
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Posteriormente se coloco el anticuerpo secundario. Una vez transcurrido el tiempo se lavé la membrana
con PBS-Tween al 0.05%.

Tabla 3. Anticuerpos comerciales.

Anticuerpo Dilucién para WB
Anti clusterin Policlonal Thermo PA5-20212 0.5-1 ug/ml
Anti proteina de union a la vitamina D Policlonal Thermo PA5-19802 1 ug/ml
Anti ITIH4 policlonal Bioss bs-991412 1:100 - 1:1000

Todas diluciones se realizaron en solucion 2.5% BSA/TBS-T

Andlisis de imagenes

Posteriormente las membranas fueron lavadas 3 veces con TBS-Tween durante 10 min y se afiadio el
anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa de rabano (HRP) (Anti-Rabbit IgG) en una dilucién
1:10,000 y se incubd durante 1 horas en agitacion constante. Transcurrido este tiempo se lavaron
nuevamente tres veces con TBS/Tween y se procedio a revelar las bandas. Para ello se adicion6 a
cada membrana 200yl solucion de inmunofijacién para quimioluminiscencia SuperSignal® West Femto
Maximun Sensity Substrate (Thermo Scientific). La deteccion se realizd empleando el densitémetro C-
Digit. Las imagenes individuales de las inmunotransferencias, se analizaron con el programa Image
Studio Ver 5.2, se seleccionaron manualmente los campos de las imagenes de cada muestra; en la
Figura 4 se muestra un ejemplo del procesamiento realizado para cada una de las imagenes. La
intensidad relativa de las bandas se determin6 por medio de anélisis densitométrico.

Una vez definida el area para cada imagen seleccionada se capturd la intensidad en pixeles y estos
datos se pasaron al programa Excel, en donde se compararon los valores de intensidad entre los
controles (GCNA) y los casos (CG).
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Figura 4. Captura de pantalla del analisis de las imagenes de Western blot

Adicionalmente, el programa permite la modificacion de las imagenes en cuanto a contraste de color y
brillo, esta modificacion se realiz con el fin de mejorar la visualizacién, ya que no representa ningun

cambio en la intensidad real de detectada por el equipo.
Andlisis estadistico

Con el fin de determinar si existen diferencias en los niveles de expresion estadisticamente
significativas, de cada proteina, entre la gastritis cronica no atréfica y el cancer gastrico, se aplicé la
prueba no paramétrica U Mann-Whitney. Los analisis estadisticos se realizaron con el Software SPSS
15.0 (Statistical Package for Social Science). Considerandose estadisticamente significativo un valor de

p< 0,05.
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RESULTADOS Y DISCUSION
Caracteristicas generales de la poblacion de estudio

Se captaron 124 pacientes, 54.9% (68/124) fueron del género femenino y 45.1% (56/124) del género
masculino. El promedio de edad general fue de 54.9 afios (intervalo: 24-87). El 17% (21/124) de la
poblacion estudiada tuvo un grado de escolaridad de licenciatura, el 49.5% (49/124) secundaria o
bachillerato, 31.4% (39/124) con estudios de primaria y 12.1% (12/124) sin ningun estudio. El 39.5%
(49/124) residian en la Ciudad de México y 60.5% (75/124) en otros estados. 49,1% (61/124) fumaban y
el 50.9% (63/124) no fumaban (Tabla 4). En cuanto al consumo de alcohol 41.1% (51/124) consumian y

el 58.9% (73/124) no consumian alcohol.

Tabla 4. Caracteristicas generales de los 124 pacientes incluidos en el estudio.

Caracteristica n=124 %
Edad
Media 54.9 (24-87)
Genero
Femenino 68 54.9
Masculino 56 451
Grado de escolaridad
Licenciatura 21 17
Secundaria/bachillerato 49 49.55
Primaria 39 314
Ninguno 12 12.1
Lugar de residencia
Distrito federal 49 39.5
Otros estados 75 60.5
Tabaquismo
Si 61 49.1
No 63 50.9
Alcoholismo
Si 51 411
No 73 58.9

Seleccion de muestras de plasma para el estudio de validacion

Para este estudio se seleccionaron 40 muestras de plasma, de las cuales se formaron dos grupos de
estudio de 20 muestras con diagnéstico histopatoldgico confirmatorio de gastritis crénica no atréfica

(control) y 20 muestras de pacientes previamente diagnosticados con adenocarcinoma gastrico de tipo
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intestinal (casos), ambos grupos fueron positivos a H. pylori, para ser incluidos en el estudio de

validacion.

Se determind que para el grupo control fueron del género femenino 70% y del género masculino 30%, el
promedio de edad general fue de 51.55 afos. Para el grupo de los casos, que presentaron
Adenocarcinoma tipo intestinal (ACI), de los cuales fueron 15% del género femenino y 75% del género

masculino, el promedio de edad general fue de 58.9 afios (Tabla 5).

Tabla 5. Grupo de pacientes seleccionados para la validacion.

GRUPO DE VALIDACION (N=40)

CARACTERISTICAS Control, n (%) Casos, n (%)
(n=20) (n=20)
Edad (Afios), Media + SD 51.55+14.44 58.9+11.72
Genero
Masculino 6 (30%) 15 (75%)
Femenino 14 (70%) 5(15%)
Diagnostico histopatoldgico
Adenocarcinoma tipo Intestinal (ACI) 20 (100%)
Gastritis Crénica (GC) 20 (100%)

Verificacion de la calidad de las muestras de plasma

Inicialmente se llevé a cabo la cuantificacion de proteina de las muestras de plasma completa; para esto
se realizaron diluciones de 1:50. Una curva representativa de calibracion de la proteina estandar para la
cuantificacion con el método de Lowry se muestra en la Figura 5. Las concentraciones de las muestras

de plasma se presentan en la Tabla 6.
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Figura 5. Curva de calibracién obtenida por método de Lowry a 595nm.

Tabla 6. Concentracion de proteina de las muestras originales incluidas en el estudio.
Diluciones 1:50 Muestras originales

Muestras

uglpl pglpl
1 2.01 100.31
2 1.59 79.50
3 1.75 87.19
4 1.46 73.19
5 1.67 83.60
6 1.92 95.84
7 1.76 87.79
8 1.58 78.96
9 1.97 98.61
10 1.79 89.42
11 1.72 85.89
12 1.62 80.93
13 2.38 119.10
14 1.71 85.64
15 1.79 89.60
16 2.08 104.01
17 1.61 80.39
18 1.84 92.00
19 1.48 73.89
20 1.60 79.85
21 1.41 70.31
22 1.53 76.46
23 1.68 84.05
24 2.74 136.92
25 1.37 68.59
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Con el fin de realizar un control en la calidad de las proteinas presentes en las muestras seleccionadas
se llevd a cabo una electroforesis unidimensional (Figura 6), en donde se exhibe que no existia
degradacion de proteinas que fueran causal de la perdida de alguna de las ellas. En la figura se destaca

la abundancia de las proteinas predominantes Albumina y las lgGs.

Las muestras colectadas se almacenaron a una temperatura de -70 °C siempre, en las condiciones
recomendadas para su conservacion y se evitaron ciclos de congelacion-descongelacion para preservar

la integridad de las proteinas al maximo.

A) B)

Marcador Marcador
de peso Plasma de peso
molecular original 10 ug molecular 7 3

260 ——

Albumina

= Albimina
- 1gGP 70
50 < 1gGP

34 . . 40
= igGL 25 -
20 - > 1g6L

Gel 10% Gel 10%

Figura 6. Perfil Electroforético de muestras de plasma. A) Muestra el perfil de 10 ug de plasma completo.
B) Diferentes muestras de plasma diluidas (1:50) para cada muestra se colocaron 20 g de proteina. Los
geles se tifieron con azul de Coomassie coloidal.

Limpieza de las muestras de estudio y cuantificacion de proteinas

Para la eliminacién de albumina e inmunoglobulina de las muestras de plasma, se utilizaron columnas
de inmunoafinidad especificos que retienen una buena proporcion de albumina e inmunoglobulinas. Una
vez eliminada la albumina e IgGs, las muestras se cuantificaron por el método 2D Quant (GE
Healthcare) a 490 nm; la curva de calibracion se muestra en la Figura 7 y los resultados de la

cuantificacion se presentan en la Tabla 7.
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Figura 7. Curva de calibracién de concentracion BSA vs absorbancia, obtenida por 2D Quant (GE
Healthcare) a 490 nm.
Tabla 7. Concentracion de proteinas de plasma reducidas en BSA e IgGs que forman parte de las
muestras incluidas en el estudio.

GASTRITIS CRONICA NO CANCER GASTRICO

ATROFICA
MUESTRA  [ug/ ul] MUESTRA [ pg/ pl]

1 3.64 1 3.55
2 4.42 2 417
3 4.75 3 45

4 4.82 4 4.37
5 4.15 5 4.42
6 3.53 6 2.66
7 3.69 7 4.37
8 2.62 8 2.85
9 4.26 9 4.09
10 4.29 10 2.28
11 4.68 11 418
12 3.14 12 2.68
13 3.21 13 548
14 3.91 14 3.05
15 2.67 15 5.93
16 3.71 16 4.55
17 3.05 17 4.725
18 2.71 18 2.53
19 4.99 19 3.71
20 2.94 20 3.01

MEDIA£SD 3.75%0.76 MEDIAXSD 3.85%1.00
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Gel de integridad

Las muestras reducidas en BSA e IgGs se analizaron por electroforesis unidimensional, con el fin de
realizar un control en la calidad de las proteinas presentes (Figura 8). Los perfiles proteicos obtenidos
mostraron ser evidentemente distintos entre si, se aprecia que, aunque no se elimina completamente la

albumina, ni la inmunoglobulina IgG, si se observa una disminucion en la concentracion de las mismas.

Es posible observar bandas definidas a lo largo de todos los carriles y un perfil uniforme para todas las
muestras, sugiriendo que no existe degradacion en las proteinas, siendo posible detectar otras

proteinas, que no eran visibles en las muestras sin limpiar.

250

130

100

4— Albumina
70

55

35

Figura 8. Perfil Electroforético de algunas muestras de plasma reducidas en BSA e IgGs, el gel se tifié con
azul de coomassie coloidal. M. Marcador de peso.1-10 (20pg de proteina de diferentes muestras de

plasma).

En la actualidad, se han propuesto numerosos biomarcadores candidatos, principalmente mediante
técnicas protedmicas, sin embargo, son datos muy preliminares y aun no se ha demostrado que poseen
suficiente sensibilidad y especificidad para su uso en la practica clinica. En este estudio validamos tres
proteinas previamente identificadas por técnicas protedmicas, como posibles candidatos de

biomarcadores capaces de distinguir entre gastritis crénica no atréfica y cancer gastrico.
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Proteina ITIH4

Como se citd anteriormente (pag. 14), en el trabajo de 2D-DIGE se observd que la proteina ITIH4 se
encontraba sobre-expresada en muestras de plasma de cancer gastrico respecto a muestras control.
Para poder comprobar si esta situacion también se mantenia en un nimero mayor de muestras, se

realiz6 la validacion por Western blot.

Para la proteina ITIH4 (120 kDa) se realizaron inmunotransferencias de 37 muestras (19 de GCNA y 18
de CG) con el anticuerpo policlonal Anti ITIH4 Bioss bs-991412, los resultados se muestran en la Figura
9, cuando comparamos la intensidad de las bandas de casos respecto a los controles, no se observé un
patron definido (disminucién o aumento) entre las bandas correspondientes a la GCNA y al CG, lo que

sugiere una concentracion de proteina similar para los dos grupos.
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Figura 9. inmunotransferencia representativo de los niveles de ITIH4 en plasmas de pacientes con

gastritis crénica no atréfica (control) y con cancer gastrico (casos).

Para obtener una estimacién semi-cuantitativa de los niveles de expresion para la proteina ITIH4 se
realizd el andlisis de las imagenes por densitometria y con los valores de intensidad obtenidos se
realizé el analisis estadistico, para corroborar si existian diferencias en la expresion de la proteina ITIH4
entre los casos y los controles. Los valores densitométricos se muestran en la Tabla 8. Posteriormente
utilizando el programa SPPS, se llevé a cabo la prueba no paramétrica de U Mann Whitney entre los
dos grupos (casos-control), encontrandose que no existia diferencia estadisticamente significativa entre
los dos grupos (z=-0.562, p= 0.578) (Figura 10).
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Tabla 8. Valores de intensidad promedio de las réplicas para los niveles de ITIH4 en plasma de pacientes

con gastritis cronica no atréfica y cancer gastrico.

GASTRITIS CRONICA NO

ATROFICA CANCER GASTRICO
MUESTRA INTENSIDAD MUESTRA INTENSIDAD
1 3610 1 5410
2 5550 2 3770
3 17800 3 4400
4 6140 4 2190
5 6230 5 3780
6 2780 6 1590
7 2330 7 5680
8 2810 8 2330
9 1840 9 4140
10 2150 10 3530
" JAk " 4460
12 1910 12 4070
13 1400 13 2400
14 1770 14 5330
15 2600 15 3640
16 5510 16 1670
17 2380 17 7840
18 5820 18 3060

19 1900

MEDIANA 2600 MEDIANA 3775
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Figura 10. Nivel de expresion de la proteina ITIH4 entre Gastritis Crénica no atrofica y Cancer Gastrico
(z=-0.562, *p=0.578). 2Mediana [lIC], 2600 [1905-5530]. > Mediana [lIC], 3775 [2565-4445].
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Los resultados previos por DIGE mostraban una sobre-expresién de ITIH4 en cancer gastrico respecto
a los controles, sin embargo, esas diferencias no fueron significativas y en este estudio al validar por
Western Blot, con un mayor nimero de muestras, nuevamente no se observaron cambios significativos

en la expresion de ITIH4 entre los casos y los controles.

La proteina inter alfa tripsina inhibidor cadena pesada H4 (ITIH4) pertenece a la familia de la inter alfa
tripsina inhibidor cadena pesada (ITIH), se desconoce exactamente cual es su funcién, es posible que
puede estar involucrada en el transcurso de la fase aguda de las enfermedades, ha sido encontrada
elevada en suero de pacientes que habian sido sometidos a cirugia, asi como en diferentes procesos

tumorales (Jayapalan et al., 2013).
Proteina DBP

En relacion con la proteina de union a vitamina D (58 kDa) los resultados de 2D-DIGE mostraron que su
expresion estaba disminuida en plasma de pacientes con cancer gastrico respecto al control. En
consideracion que en el analisis del 2D-DIGE se utilizaron pocas muestras. A fin de confirmar si esta
situacion se mantenia se utilizd un numero mayor de muestras, que fueron analizadas por Western Blot

para validar la expresion de la proteina DBP.

Las inmunotransferencias se realizaron en 40 muestras (20 de GCNA y 20 de CG) con el anticuerpo
policlonal antiproteina de unién a la vitamina D Thermo PA5-19802, se muestran en la Figura 11. En el
caso de los pacientes con gastritis crénica no atréfica se observa un patron de sefial uniforme para las
20 muestras, de igual forma, en las muestras de CG se observé un patron de sefial de menor intensidad

respecto al de GCNA, lo que sugiere una menor expresion de la proteina.
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Figura 11. Inmunotransferencia representativa de los niveles de DBP en plasmas de pacientes con
gastritis crénica no atréfica y con cancer gastrico.
Ademas, se realiz el analisis de las imagenes por densitometria y posterior analisis estadistico para
corroborar si las diferencias observadas en la expresion de la proteina DBP entre el plasma de los
casos y plasma de los controles, eran significativos. En la Tabla 9 se muestran los valores de intensidad
obtenidos por densitometria de casos y controles con los cuales se llevd a cabo la prueba no

paramétrica de U Mann Whitney utilizando el programa SPPS entre los dos grupos (casos-control).

En concordancia con los resultados obtenidos previamente en el experimento 2D-DIGE para la proteina
DBP, se observa una menor intensidad de sefial (que refleja una menor expresion) en muestras de
pacientes con cancer gastrico respecto al control, sin embargo, no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas (z=-2.543, *p=0.068) (Figura 12). Se tendria que considerar que la
muestra utilizada hay un mayor nimero de mujeres en grupo de controles, mientras que en los casos la
mayoria son hombres. Por lo que seria recomendable explorar los cambios de expresion de esta

proteina en una muestra mas equilibrada en cuanto al género y con una muestra de mayor tamaro.
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Tabla 9. Valores de intensidad promedio de las réplicas para los niveles de DBP en plasma de pacientes
con gastritis cronica no atroéfica y cancer gastrico.

GASTRITIS CRONICANO ; i
ATROFICA CANCER GASTRICO
MUESTRA INTENSIDAD MUESTRA INTENSIDAD

1 340000 1 699500
2 491500 2 490500
3 965500 3 381500
4 408000 4 280000
5 627000 5 182000
6 483000 6 126000
7 425000 7 185500
8 374000 8 374500
9 346400 9 647000
10 924000 10 316000
11 664000 11 496000
12 83600 12 270000
13 739000 13 179000
14 783000 14 172150
15 107000 15 104050
16 213000 16 280500
17 830000 17 452000
18 978000 18 527000
19 478500 19 447500
20 153000 20 395500

MEDIANA 480750 MEDIANA 345250

DBP
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Figura 12 Nivel de expresion de la proteina DBP entre Gastritis Cronica no atréfica y Cancer Gastrico (z=-
1.83, *p=0.068). 2Mediana [IIC], 480750 [344800-750000]. "Mediana [lIC], 345250 [184625-461625].
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Proteina CLU

En relacién con la proteina Clusterina (75-80 kDa) los resultados de 2D-DIGE mostraron que la
expresion de la proteina CLU estaba disminuida en plasma de pacientes con cancer gastrico respecto al
control, para que sea posible confirmar si esta situacion se daba en un nimero mayor de muestras, se

realizo la validacion por Western blot.

Las inmunotransferencias se realizaron en 40 muestras (20 de GCNA y 20 de CG) con el anticuerpo
policlonal Anti Clusterin Policlonal Thermo PA5-20212. Las imégenes obtenidas se muestran en la
Figura 13, se observé un cambio en el patrén de sefial; en el caso de pacientes con gastritis cronica no
atrofica se distinguen dos grupos, uno donde la concentracion de proteina es baja y en el otro se
encuentra en mayor proporcion. Para el caso del grupo de cancer gastrico se observo que la mayoria
mostraron una intensidad baja, sugiriendo que la concentracion de esta proteina es menor en los casos

que en controles.
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Figura 13. Inmunotransferencias representativas de los niveles de CLU en plasmas de pacientes con

gastritis cronica no atréfica (control) y con cancer gastrico (casos).
El analisis densitométrico de las imé&genes obtenidas por Western blot, se muestra en la Tabla 10.
Posteriormente utilizando el programa SPPS, se llevo a cabo la prueba de U Mann, mostrd que en
concordancia con los resultados obtenidos previamente en el experimento 2D-DIGE para la proteina
CLU, se observa una menor intensidad de sefial (que refleja una menor expresion de la proteina) en
muestras de pacientes con cancer gastrico en comparacion con las muestras de plasma de pacientes
con gastritis crénica no atréfica, estas diferencias fueron estadisticamente significativas (z= -2.543,
*p=0.010) (Figura 14).
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Tabla 10. Valores de intensidad promedio de las réplicas para los niveles de CLU en plasma de pacientes
con gastritis cronica no atroéfica y cancer gastrico.

GASTRITIS CRONICA NO ; ;
ATROFICA CANCER GASTRICO
MUESTRA INTENSIDAD MUESTRA INTENSIDAD
1 9400 1 13150
2 40180 2 3100
3 1675 3 740
4 57650 4 1340
5 31705 5 3320
6 8880 6 6091
7 49133 7 1185
8 2640 8 10785
9 43400 9 14105
10 43500 10 20120
11 69500 11 13025
12 35700 12 9350
13 32350 13 55000
14 3860 14 2962
15 23000 15 56750
16 24800 16 48050
17 78500 17 2250
18 13300 18 241.95
19 9330 19 3600
20 6410 20 2200

MEDIANA 28252.5 MEDIANA 4845.25
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Figura 14. Nivel de expresion de la proteina CLU entre Gastritis Crénica no atréfica y Cancer Gastrico (z=-
2.543, *p=0.010). aMediana [lIC], 28252.5 [9217.5-43425]. bMediana [lIC], 4845.25 [2237.5-13388.75].

Los resultados previos por 2D-DIGE mostraban una disminucion de la proteina CLU en cancer gastrico
respecto a los controles, sin embargo, estas diferencias no fueron significativas, al validar por Wester
Blot con un mayor nimero de muestras se confirmé una reduccion significativa en la expresion de la

proteina CLU entre los casos con respecto a los controles (Medianas 4845.25 vs 28252.5)

En un trabajo realizado en pacientes con cancer de mama se observd que la expresion de CLU esta
correlacionada con el tamario del tumor y de esta manera también se asocia con el estado negativo de
los receptores de estrogenos y progesterona, este grupo concluyo que la expresion de CLU medida por
inmunohistoquimica se correlaciona positivamente con la progresion del carcinoma primario hasta la
metastasis en los nodulos linfaticos (Redondo et al., 2000). En el 2015 el grupo de Bertuzzi et al.,
encontrd sobre-expresada la proteina CLU en plasma, identifico a la proteina CLU como un
biomarcador temprano de cancer colorrectal estos datos fueron significativos solo para el grupo de
hombres, cabe sefialar que el tamafio de muestra fue de 56 pacientes (Media + SD, 1.98 + 0.46 and
1.61 + 0.43 nmol/mL respectivamente. Recientemente se reportd la sobre-expresion de clusterina en
biopsias de estbmago en pacientes con cancer gastrico mediante el marcaje el isobérico (iTRAQ) y
LC-MS/MS (Fernandez et al., 2018). Humphries reportd una disminucién significativa de clusterina en
suero de pacientes con cancer gastrico en comparacion al grupo control. (Humphries et al., 2014). De
manera similar en las muestras de plasma analizadas en este trabajo encontramos que el nivel de
expresion de la proteina CLU disminuia en las muestras de cancer gastrico con respecto al control. Esta
disparidad se podria explicar por diferencias en el tipo de muestra; mientras que en los trabajos
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mencionados antes se evalud la expresion de clusterina en muestras de tejido, en este trabajo
evaluamos la expresion de clusterina en plasma. Por lo que podemos proponer que, dado que la CLU
esta relacionada con la progresion del carcinoma, la proteina se retiene en el interior de la célula y de

alguna manera se bloquea su salida y por esta razon disminuye su concentracion en el plasma.
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CONCLUSION

Las diferencias en los niveles de expresién de cada una de estas proteinas en las muestras de plasma
de casos y controles se validaron en este estudio por medio de Western Blot. Para la proteina ITIH4 por
2D-DIGE se observd mayor expresion en el grupo de pacientes con cancer gastrico, de igual manera
mediante Western blot al utilizar un mayor numero muestras se observé el mismo patron, sin embargo,
la diferencia no fue significativa. En cuanto a la proteina DBP por 2D-DIGE se observo una expresion
menor en el grupo de pacientes con cancer gastrico en concordancia con lo encontrado mediante
Western Blot mostrando una diferencia marginalmente significativa, la cual consideramos podria
mejorarse incrementando el tamafio de muestra. En el caso de la proteina Clusterina que mostr6 un
nivel de expresion menor que el grupo de pacientes con cancer gastrico por el analisis proteémico, en
correspondencia con lo observado por Western Blot se observd una concentracion significativamente
menor de la proteina Clusterina en muestras de plasma de pacientes con cancer gastrico que en el

grupo control.

Por los resultados obtenidos en este estudio y los reportados previamente por otros investigadores, se
propone a la proteina Clusterina como un posible biomarcador para el diagnostico diferencial y no
invasivo del cancer gastrico. La validacion mediante técnicas sencillas y no invasivas, como las
utilizadas en este estudio, podrian ayudar a los oncélogos a confirmar el diagnéstico, dada la dificultad

en cuanto al acceso de una endoscopia para el diagndstico del cancer gastrico
PERSPECTIVAS

No obstante, los resultados de esta tesis son todavia preliminares, por lo que se considera de gran
interés que las proteinas aqui descritas, sean evaluadas en bioensayos de laboratorio en un mayor

numero de pacientes y quizas en el futuro, sean utilizadas en la practica clinica.
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